Влияние перфторана на модифицированные электрическими импульсами мембраны эритроцитов by V. Moroz V. et al.
ОБЩАЯ РЕАНИМАТОЛОГИЯ ,  2 0 0 5 ,  I ;  3 5
Ори гинал ьные  ис с л е до в ания
ВЛИЯНИЕ ПЕРФТОРАНА НА МОДИФИЦИРОВАННЫЕ
ЭЛЕКТРИЧЕСКИМИ ИМПУЛЬСАМИ МЕМБРАНЫ
ЭРИТРОЦИТОВ
В. В. Мороз, Е. К. Козлова, М. С. Богушевич, П. Ю. Алексеева, А. М. Черныш
Научно!исследовательский институт общей реаниматологии РАМН,
Московская медицинская академия им. И. М. Сеченова, физический факультет МГУ им. М. В. Ломоносова 
Effect of Perfluorane on Electric Pulse!Modified Red Blood Cell Membranes
V. V. Moroz, Ye. K. Kozlova, M. S. Bogushevich, P. Yu. Alekseyeva, A. M. Chernysh
Research Institute of General Reanimatology, Russian Academy of Medical Sciences;
I. M. Sechenov Moscow Medical Academy; Faculty of Physics, M. V. Lomonosov Moscow State University
В клинической медицине в качестве плазмозаменителя используют перфторан, как противошоковое, противоише!
мическое и кардиопротекторное средство с функцией переноса О2 и СО2. В работе изучали взаимодействие частиц
перфторана с мембранами эритроцитов крови человека. В эксперименте мембраны эритроцитов модифицировались
импульсным электрическим полем. Индуцированная калиброванная электропорация мембран позволяла выделить
«замаскированные» эффекты действия перфторана на клети крови. В качестве источника импульсного электричес!
кого поля использовался клинический дефибриллятор. Электрический импульс подводился к титановым электро!
дам, которые помещались в кварцевую кювету с суспензией эритроцитов. В кювету добавляли перфторан в концен!
трациях 5—100 мкл на мл суспензии. Результаты оценивали по оптической плотности суспензии до и после
воздействия перфторана и импульсного электрического поля. Проведено более 450 опытов в трёх сериях. В первой
изучали действие перфторана при концентрациях 10—100 мкл/мл на модифицированные мембраны эритроцитов, во
второй — комбинированное действие перфторана со вторым электрическим импульсом, в третьей — действие перф!
торана при концентрациях 5, 25 и 100 мкл/мл на мембрану при комбинированном воздействии импульсного электри!
ческого поля положительного и отрицательного направлений. В первой и второй сериях опытов показан укрепляю!
щий (замедляющий скорость гемолиза) эффект действия перфторана при малых его концентрациях и разрушающий
эффект при больших. Воздействие электрическими полями разных направлений во второй и третьей сериях позво!
ляло менять вектор сдвига заряженных частиц перфторана по отношению к клеткам крови и выявить ряд сложных
нелинейных эффектов их взаимодействия. В работе обсуждаются возможные механизмы взаимодействия перфто!
рана с мембранами эритроцитов, связанные со структурной, зарядовой, электрохимической асимметричностью си!
стемы «мембрана — перфторан». 
As a plasma substitute clinical medicine uses perfluorane that is an antishock, antiischemic, and cardioprotective agent
having a function of transferring O2 and CO2. The authors have investigated the interaction of perfluorane particles with
human erythrocytic membranes. The erythrocytic membranes were modified with an impulse electrical field in the experi!
ment. The induced calibrated electroporation of the membranes permitted the detection of the masked effects of perfluo!
rane on blood cells. A clinical defibrillator was used as a source of an impulse electrical field. An electrical impulse was
applied to the titanium electrodes placed into the quartz cuvette containing a red blood suspension. Perfluorane was added
at concentrations of 5—100 µl/ml of the suspension. The results were assessed by the optical density of the suspension
before and after the action of perfluorane and the impulse electrical field. More than 450 experiments were carried out in
three series. The authors studied the effect of perfluorane at concentrations of 10—100 µl/ml on the modified erythrocytic
membranes in the first series, the combined effect of the agent and the second electrical impulse in the second series, and
the effect of perfluorane at concentrations of 5, 25, and 100 µl/ml on the membrane upon combined exposures to positive
and negative impulse electrical field in the third series. The first and second series of experiments indicated the strength!
ening (decelerating the rate of hemolysis) effect of perfluorane administered at small concentrations and its damaging
effect given at high concentrations. Exposure to electrical fields of different directions in the second and third series made
it possible to change the shear vector of charged perfluorane particles against the blood cells and to reveal a number of com!
posite nonlinear effects of their interaction. The paper discusses the possible mechanisms of interaction of perfluorane with
erythrocytic membranes, which are associated with the structural, charge, and electrochemical asymmetry of the mem!
brane!perfluorane system.
В конце ХХ века практическая медицина по!
лучила новый отечественный полифункциональ!
ный препарат на основе перфторуглеродов — пер!
фторан, который создавался как кровезаменитель
с газотранспортной функцией. Перфторан, обла!
дает цитопротекторными, иммуномодуляторны!
ми, противоишемическими и сорбционными
свойствами. Это позволяет улучшать реологию
крови, гемодинамику, тканевой метаболизм, диф!
фузию газов, транспорт кислорода, уменьшать
отёк эндотелия сосудов, повышать эластичность
эритроцитов [1, 2, 3, 4].
Изучение механизмов взаимодействия мемб!
ран эритроцитов и частиц перфторана в экспери!
менте является актуальной научной и практичес!
кой задачей. Однако, решение этой задачи
затруднено тем, что ряд эффектов взаимодейст!
вия этих структур проявляются не сразу после
введения перфторана в суспензию крови, а лишь
спустя сутки и более [5, 6, 7]. Изучаемый эффект
оказывается «замаскированным». За это время ис!
ходная суспензия крови может изменить собст!
венные параметры. Выделить результат прямого
действия перфторана на мембраны эритроцитов
на фоне изменившихся параметров системы весь!
ма затруднительно, а зачастую невозможно. Вмес!
те с тем, у больного могут быть и скрытые повреж!
дения эритроцитов, вызванные химическими
веществами, ионизирующими излучениями, кото!
рые могут проявляться при действии импульсно!
го электрического поля. В литературе нет пока
данных о влиянии перфторана на клетки в этих
случаях. 
Однако, в клинической практике встречают!
ся ситуации, когда (на фоне введённого в кровь
пациента перфторана) возникает необходимость
проведения электрической дефибрилляции серд!
ца [8, 9, 10—12, 13] и используются дефибрилля!
торы, генерирующие импульсы моно! и биполяр!
ной формы. 
Цель работы. Изучение в эксперименте дей!
ствия перфторана в различных концентрациях на
мембраны эритроцитов крови человека, модифи!
цированные электрическими импульсами разной
полярности.
Материалы
и методы
В экспериментах использовали суспензию эритроцитов
человека с концентрацией 0,05 мл крови в 1 мл физиологичес!
кого раствора, что соответствовало 230 млн эритроцитов в 1 мл
суспензии. В суспензию добавляли перфторан в концентрации
5—100 мкл на 1 мл суспензии. Использовали перфторан науч!
но!производственной фирмы «Перфторан», г. Пущино. При
концентрации 10 мкл/мл на эритроцит приходилось около 105
частиц перфторана.
Для регистрации влияния перфторана эритроциты под!
вергались действию импульсного электрического поля (ИЭП),
которое вызывало электропорацию их мембран. Электропора!
ция — нарушение структуры мембран (образование пор) в ре!
зультате воздействия электрического поля. Когда напряжён!
ность электрического поля превышает критическую величину,
возникает электрический пробой мембран, в результате чего и
происходит электропорация. Электропорация позволяла вы!
делить «замаскированные» эффекты взаимодействия системы
мембрана — перфторан. Известно, что характеристики суспен!
зии, а так же действие физических факторов на неё, зависят от
температуры раствора. Поэтому была проведена серия (140
опытов) для определения оптимальной методики эксперимен!
та. В результате опыты проводили через 1 час после приготов!
ления суспензии при температуре 20° С. Перфторан добавляли
в суспензию за 15 минут до электропорации. Во всех опытах
суспензию термостатировали. Перед электропорацией и перед
измерением оптической плотности суспензию перемешивали.
За время эксперимента контрольная суспензия не меняла ис!
ходные характеристики.
В качестве источника ИЭП использовали клинический
дефибриллятор Lifepak!7 (USA). Электрический импульс
подводили к титановым электродам, которые помещались в
кварцевую кювету. В неё наливали 3 мл суспензии. Расстоя!
ние между силовыми электродами 1,7 см, ширина кюветы 3
см, высота суспензии 0,4 см. Электроды полностью покрыва!
ли боковые стенки кюветы, что обеспечивало однородность
создаваемого электрического поля в растворе. Во всех сериях
опытов контролировали величину напряженности внешнего
поля с помощью измерительных иголок. Измерительные
иголки также использовали для оценки однородности поля в
объеме суспензии. Для этого подавали контрольное перемен!
ное поле на силовые электроды и измеряли разность потенци!
алов между иголками, устанавливая их в разных секторах кю!
веты. По объёму кюветы неоднородность электрического поля
не превышала 0,1 в/м. Напряженность поля в растворе опре!
делялась энергией импульса, задаваемой дефибриллятором и
сопротивлением раствора 100 Ом. Добавление перфторана не
меняло сопротивление раствора. Для энергии импульса 230
Дж амплитуда напряжения импульса составила 2900 В, что
соответствовало напряженности ИЭП в растворе 1700 В/см.
Длительность импульса 9—10 мс. 
Результаты воздействия оценивали по оптической плотно!
сти суспензии, которую измеряли с помощью стандартного фо!
тоэлектрического колориметра. Величина оптической плотнос!
ти суспензии эритроцитов на длине волны 760 нм определяется
числом рассеивающих центров. При малых концентрациях эри!
троцитов оптическая плотность прямо пропорциональна их
концентрации в суспензии. Добавление перфторана не меняло
оптическую плотность исходного раствора. График зависимос!
ти изменения числа эритроцитов от времени, в дальнейшем, бу!
дем называть кинетической кривой. 
Всего проведено 465 опытов, разделённых на три серии.
Во всех опытах изучали действие перфторана различных кон!
центраций на мембраны эритроцитов, модифицированных
различными сочетаниями электрических импульсов. Резуль!
таты всех опытов обработаны с помощью методов математиче!
ской статистики.
В первой серии изучали действие перфторана при концен!
трациях 10 и 100 мкл/мл на мембраны эритроцитов, модифи!
цированные одним электрическим импульсом. В качестве кон!
трольных использовали кинетические кривые для системы
«исходная мембрана (без воздействия электрического импуль!
са) — перфторан» и системы «модифицированная мембрана
электрическим импульсом без перфторана».
Во второй серии проведено исследование действия перф!
торана на мембрану, модифицированную двумя однополярны!
ми электрическими импульсами. 
В третьей серии исследовали действие перфторана при
концентрациях 10, 25 и 100 мкл/мл на мембрану, модифициро!
ванную двумя разнополярными электрическими импульсами. 
В первой и второй сериях опытов показан укрепляющий
(замедляющий скорость гемолиза) эффект действия перфто!
рана при малых его концентрациях и разрушающий эффект
при больших. Воздействие ИЭП разных полярностей в комби!
нации с различными концентрациями перфторана во второй и
третьей сериях позволяло менять вектор сдвига заряженных
частиц по отношению к клеткам крови, что дало возможность
получить дополнительную информацию о механизмах взаимо!
действия перфторана с мембраной.
Результаты
и обсуждение
I. Действие перфторана на исходные и моди!
фицированные мембраны эритроцитов одним им!
пульсом.
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На рис. 1 показан эффект «маскировки» дей!
ствия перфторана на мембрану эритроцита. Опти!
ческая плотность суспензии с перфтораном (кри!
вая 1) не менялась, то есть действие перфторана
на мембраны не наблюдалось. На рисунке пред!
ставлены первые 30 минут, в дальнейшем эта пря!
мая сохранялась в течение нескольких суток. Ге!
молиз эритроцитов, модифицированных только
электрическим импульсом, идёт по кривой 2. Сле!
довательно, при модификации мембраны электри!
ческим импульсом кинетические кривые для сус!
пензии с перфтораном должны были бы идти так
же по кривой 2. Однако процесс идёт иным обра!
зом — по кривым 3 и 4. Добавление перфторана в
суспензию крови вызывало его скрытое действие
на мембраны эритроцитов: кривая 3 — укрепляю!
щее, кривая 4 — разрушающее, которые на кривой
1 не регистрировались в течение длительного вре!
мени. Такие же эффекты «маскировки» можно
увидеть во всех сериях опытов, представленных в
работе, а так же в работах [5, 6, 7].
Из приведённых данных следует, что в первые
10—15 минут VΠ = 0 и выполняется неравенство:
VΠ+Ε > VΕ для большой концентрации перфторана
(кривая 4) и VΠ+Ε < VΕ для малой концентрации
(кривая 3), где VΠ — скорость уменьшения числа
эритроцитов в суспензии с перфтораном, VΕ —
средняя скорость уменьшения числа эритроцитов в
результате действия одного модифицирующего
электрического импульса на суспензию без перф!
торана, VΠ+Ε — средняя скорость уменьшения чис!
ла эритроцитов в результате действия перфторана
на модифицированную мембрану одним импуль!
сом. Усреднение производилось в промежутке вре!
мени 0—15 минут. После 15 минут число эритроци!
тов (кривая 4) уменьшалось до стационарного
уровня (D < 0,38). Кривые 2 и 3 также выходили на
стационарный уровень, но за значительно большее
время. В опытах замедляющий эффект составлял
12—25%, а ускоряющий более 400%. 
Если перфторан добавляли в суспензию по!
сле импульсного электрического воздействия, то
наблюдали замедляющее действие перфторана
вплоть до его концентрации 500 мкл/мл суспен!
зии. На рис. 2 представлены зависимости относи!
тельной скорости уменьшения числа эритроцитов
от концентрации перфторана добавленного до
электропорации (кривая 1) и после (заштрихо!
ванная область 2). По оси ординат отложена нор!
мированная по VΕ разность скоростей VΠ+Ε — VΕ :
(VΠ+Ε — VΕ)/VΕ. Эти два способа не эквивалентны.
Введение перфторана после подачи электрическо!
го поля не приводило к ускорению гемолиза. 
II. Действие перфторана на мембраны, моди!
фицированные одним и двумя электрическими
импульсами.
Эффективность действия физико!химичес!
кого фактора на суспензию крови определяется
скоростью уменьшения числа эритроцитов в ре!
зультате гемолиза, вызванного этим фактором.
Эффективность действия перфторана при моди!
фикации мембран двумя импульсами была выше,
чем для одного. Как и в случае с одним импульсом,
эффективность действия перфторана зависела от
его концентрации. При малых концентрациях пер!
фторана (С = 10 мкл/мл суспензии) наблюдался
укрепляющий эффект: VΠ+Ε < VΕ. При больших
концентрациях — разрушающий: VΠ+Ε > VΕ.
На рис. 3 представлены относительные ско!
рости (VΠ+Ε — VΕ)/VΕ для одного (кривая 1), для
двух монополярных (кривая 2) и для двух разно!
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Рис. 1. Зависимость оптической плотности D от времени (ки!
нетические кривые уменьшения числа эритроцитов).
1 — перфторана в концентрации 10 мкл /мл , 1' — перфторана
в концентрации 100 мкл /мл , 2 — импульсного электрическо!
го поля (энергия импульса 230 Дж), 3 — перфторана 10 мкл /мл
суспензии и импульсного электрического поля (энергия им!
пульса 230 Дж), 4 — перфторана 100 мкл /мл суспензии и им!
пульсного электрического поля (энергия импульса 230 Дж).
Рис. 2. Зависимость относительной скорости уменьшения
числа эритроцитов от концентрации добавленного перфто!
рана до (кривая 1) и после (заштрихованная область 2) воз!
действия импульсным электрическим полем (энергия им!
пульса 230 Дж).
полярных (кривая 3) модифицирующих импуль!
сов. Замедляющий эффект при малых концентра!
циях перфторана был сильнее выражен для двух
электрических импульсов, чем для одного:
(VΠ+Ε — VΕ)/VΕ |2 > (VΠ+Ε — VΕ)/VΕ |1.
Замедляющее действие перфторана состави!
ло 12—25% при действии одиночного модифици!
рующего импульса (рис. 3, кривая 1) и увеличива!
лось до 40% при действии двух импульсов (рис.3,
кривые 2 и 3). При действии разнополярных им!
пульсов перфторан вызывал больший замедляю!
щий эффект на 10% по сравнению с действием
двух монополярных импульсов. Зная скорость
процесса в результате действия двух импульсов V
и скорость в результате действия первого импуль!
са V1, можно рассчитать скорость процесса в ре!
зультате действия второго импульса V2: V2 =V — V1. 
При действии двух импульсов на систему
«кровь!перфторан» эффективность первого и вто!
рого импульсов определялась концентрацией пер!
фторана (рис. 4, а). При концентрации перфтора!
на С = 0 эффективность второго импульса в
данных опытах была всегда больше эффективнос!
ти первого импульса. Для второго импульса дру!
гой полярности эффективность воздействия была
еще выше [9]. При малой концентрации С = 10
мкл/мл эффективность второго монополярного
импульса выше, чем эффективность первого. Эф!
фективность второго импульса другой полярнос!
ти практически равна эффективности первого им!
пульса.
При больших концентрациях перфторана
С = 100 мкл/мл во всех опытах эффективность
воздействия второго импульса была меньше, чем
первого. При действии второго импульса в 30%
опытов сохранялся ускоряющий эффект перфто!
рана, хотя для второго импульса он составлял
лишь 1,5 в отличие от 6 для первого импульса
(рис. 4, б). В остальных опытах наблюдался замед!
ляющий эффект перфторана для второго импульса.
В ряде случаев эффективность действия второго
импульса близка к 0. Это связано с предысторией
процессов в результате воздействия первого им!
пульса, изменившего свойства мембраны.
На мембраны эритроцитов, находящихся в
суспензии крови действовали два первичных фак!
тора: перфторан и модифицирующее импульсное
электрическое поле. Модификация мембран поз!
воляла проявить эффекты скрытого действия пер!
фторана на мембраны эритроцитов, которые в
обычных условиях наблюдаются лишь через 2—4
суток. Но за столь длительное время изменяются
собственные свойства суспензии, и поэтому иден!
тифицировать специфическое действие перфто!
рана невозможно. Для более полного представле!
ния о протекании исследуемых процессов
модифицированные мембраны подвергались по!
следующему комбинированному воздействию
перфторана и второго импульса электрического
поля. Направление второго импульса в ряде опы!
тов меняли на противоположное.
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Рис. 3. Зависимость относительной скорости от концентра!
ции добавленного перфторана для одного (кривая 1), двух
монополярных (кривая 2) и для двух разнополярных (кри!
вая 3) импульсов электрического поля.
Рис. 4. Относительная скорость изменения числа клеток
при воздействии. 
1 — первого модифицирующего, 2 — второго монополярного
и 3 — второго разнополярного импульсов электрического по!
ля. Эритроциты в суспензии крови (столбцы черного цвета)
и в суспензии крови с добавлением перфторана (серые
столбцы).
а — характерные значения для С1 = 10 мкл/мл, С2 = 25
мкл/мл, С3 = 100 мкл/мл. За единицу принята эффектив!
ность воздействия одним импульсом на суспензию крови без
добавления перфторана.
б — статистический ансамбль данных семи опытов для кон!
центрации перфторана 100 мкл/мл суспензии. 
При трансмембранных потенциалах, превы!
шающих некоторое пороговое значение φпор, про!
исходит электрический пробой мембран, то есть
образование в них сквозных микропор [13, 14].
Наведенный потенциал на клетке φ определяется
напряженностью создаваемого внешнего электри!
ческого поля E в растворе и размером клетки R.
Для сферической клетки [14 ]:
φ = 1,5ER cos θ,
где θ — угол между вектором напряженности
электрического поля и радиус!вектором точки
рассмотрения на поверхности клетки. В случае не!
поврежденной клетки и при отсутствии потенциа!
ла покоя на её мембраны с обеих сторон будет
прикладываться напряжение, равное половине φ,
наведённого на клетку. Количество образовав!
шихся пор N в мембране определяется некоторой
функцией f соотношения φ/φпор:
N = f (φ/φпор).
В зависимости от условий опытов соотноше!
ние φ/φпор изменялось. В наших опытах при дейст!
вии ИЭП на мембрану, напряжённость поля Е в су!
спензии сохранялась постоянной, а, следовательно,
была постоянна и величина φ. При нормальных ус!
ловиях количество пор, приходящихся на клетку в
большом статистическом ансамбле можно считать
величиной постоянной. Поэтому модификация
мембран первичным электрическим импульсом
была калиброванной, что подтверждается кон!
трольными кинетическими кривыми каждого опы!
та. Во всех опытах в результате электропорации
возникновение пор было необратимым. 
Под действием физико!химических факто!
ров величина порогового напряжения φпор изменя!
ется [5]. Добавление в суспензию поверхностно!
активных веществ, эфира и ряда других
химических соединений уменьшает величину по!
тенциала пробоя [6]. Добавление в суспензию пер!
фторана изменяло свойства мембраны, и как след!
ствие, изменялась величина φпор и количество
образовавшихся при этом пор. Этот процесс имел
высокую чувствительность к концентрации перф!
торана в суспензии (рис. 2 и 3). При малых кон!
центрациях частицы перфторана встраиваются в
липидный матрикс [4, 15], залечивая образовав!
шиеся при электрической модификации поры.
При концентрациях 100 мкм/мл и более перфто!
ран охватывал большую поверхность клетки, вза!
имодействуя с клеточными белками и липидным
матриксом мембран (рис. 4). Это являлось причи!
ной увеличения скорости гемолиза, наблюдаемой
в эксперименте. 
Величины наведенного трансмембранного
потенциала φ и порога пробоя φпор зависят от со!
противления мембраны. Образование в ней пор
после действия первого электрического импульса
приводит к уменьшению сопротивления мембра!
ны, а, следовательно, к уменьшению наведенного
трансмембранного потенциала и порога пробоя.
Эффект изменения скорости гемолиза будет опре!
деляться нелинейностью соотношений:
N (φ/φпор), φ (N), φпор (N).
Поэтому в зависимости от различных комби!
наций физико!химических воздействий можно
получать как эффекты ускорения, так и эффекты
замедления повреждения клеток. 
В опытах наблюдалась неэквивалентность
воздействия электрическими полями разных на!
правлений по отношению к модифицирующему
электрическому импульсу в комбинации с различ!
ными концентрациями перфторана. Так, эффек!
тивность воздействия второго импульса обратной
полярности на кровь была выше, чем второго той
же полярности. Однако, при добавлении в суспен!
зию крови перфторана наблюдался обратный эф!
фект, а именно, эффективность воздействия вто!
рого импульса обратной полярности была
меньше, чем второго той же полярности. Такие эф!
фекты наблюдались при добавлении в суспензию
поверхностно!активных веществ или эфира.
Асимметрию электропорации наблюдали при воз!
действии на клетки растений, на кардиомиоциты,
на эритроциты [16, 17].
Исходно на мембране имеются трансмемб!
ранный, дипольный и поверхностный потенциа!
лы [18]. ИЭП, приложенное к клетке, влияет на
эти потенциалы асимметрично со стороны анода
и катода [10]. Добавление перфторана в суспен!
зию вносит дополнительные факторы асиммет!
ричности электрического воздействия. Для ана!
лиза этих явлений необходимо учитывать
дзета!потенциалы эритроцита и перфторана [19].
Относительное перемещение частиц перфторана
к клеткам крови приводит к тому, что поверх!
ность мембраны со стороны катода «покрывает!
ся» слоем перфторана толщиной до 70 нм. В ре!
зультате эффективная толщина мембраны, и,
следовательно, градиент электрического поля в
ней, со стороны катода и анода будет различать!
ся примерно в 70—100 раз. Это является одной из
причин уменьшения эффективности воздейст!
вия второго импульса. 
Использованный в работе метод калиброван!
ной электропорации мембран, позволил регистри!
ровать прямое действие перфторана на эритроци!
ты. Малые концентрации перфторана при
электропорации укрепляли мембраны, снижая
скорость гемолиза, а большие концентрации этого
препарата вызывали обратный эффект: способст!
вовали разрушению мембран.
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